This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 



BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representation of 
The original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



BUNDE§rtEPUBLfK DEUTSCHLAND * 




Prioritatsbescheinigung Uber die Einreichung 
einer Patentanmeldung 



Aktenzeichen: 

Anmeldetag: 

Anmelder/Inhaber: 

Bezeichnung: 

IPC: 



100 33 180.7 

29. Juni 2000 

Carl Zeiss Jena GmbH, 
Jena/DE 

Verfahren zur Detektion von Farbstoffen 
in der Fluoreszenzmikroskopie 

G 01 J, G 01 N, G 02 B 



Die angehefteten StQcke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ur- 
sprOnglichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 



Munchen, den 24. August 2000 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der President 

Im Auftrag 



Waasmaier 



7447 DE 



Verfahren zur Detekti n von Farbstoff n in der Fluoreszenzmikr skopte 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und eine. Anordnung in der 
Fluoreszenzmikroskopie, insbesond re der Laser Scanning Mikroskopie, der 
Fluoreszenz-Korrelatlonsspektroskopie und der Scanning Nahfeld- 
mikroskopie, zur Untersuchung von vorwiegend biologischen Prbben, 
Praparaten und zugehorigen Komponenten. Mit eingeschlossen sind auf 
Fluoreszenzdetektion basierenden Verfahren zum Screenen von Wirkstoffen 
(High Throughput Sceening) Durch den Gbergang von der Detektion von 
- wenigen breiten spektralen Farbstoffbandern zur simultanen Aufnahme 
kompletter Spektren eroffnen sich neue Moglichkeiten bei der Identifikation, 
Separation und Zuordnung der meist analytischen Oder funktionalen 
Probeneigenschaften zu raumlichen Teilstrukturen oder dynamischen 
Prozessen. Simultan-Untersuchuhgen von Proben mit Mehrfachfluorophoren 
werden damit bei uberlappenden Fluoreszenzspektren auch in raumlichen 
Strukturen von dicken Proben moglich. Zusatzlich ist es mfiglich, lokale 
spektrale Verschiebungen von Emissionsbandern der Farbstoffe zu 
detektieren und den raumlichen Strukturen zu zuordnen. Die 
Datenaufnahmerate wird durch die Anordnung nicht verringert. 

Stand derTechnik 

Ein klassisches Anwendungsgebiet der Lichtmikroskopie zur Untersuchung 
von biologischen Praparaten ist die Fluoreszenzmikroskopie (Lit: Pawley, 
.Handbook of biological confocal Microscopy"; Plenum Press 1995). Hierbei 
werden bestimmte Farbstoffe zur spezifischen Markierung von Zellteilen 
verwendet. 

Die eingestrahlten Photonen einer bestimmten Energie regen die 
FarbstoffmolekQIe durch die Absoption eines Photons aus dem Grundzustand 
in einen angeregten Zustand an. Diese Anregung wird meist als Einphotonen- 
Absorption bezeichnet (Abb^Ja). Die so angeregten FarbstoffmolekOle 
konnen auf verschiedene Weise in den Grundzustand zuruck gelangen. In der 
Fluoreszenzmikroskopie ist der Ubergang unter Aussendung. eines 
Fluoreszenzphotons am wichtigsten. Die Wellenlange des emittierten Photons 



1st aufgrund der Stokesverschiebung Im Vergl ich zur Anregungsstrahlung 
generell rotverschoben, besitzt also eine gr6& re W HenlSnge. Die 
Stokesverschiebung rmdglicht die Trennung der Fluoreszenzstrahlung von 
der Anregungsstrahlung^ 

Das Fluoreszenzlicht wird mit geeigneten dichroitischen Strahlteilern in 
Kombination mit Blockfiitern von der Anregungsstrahlung abgespalten und 
getrennt beobachtet. Dadurch ist die Darstetlung einzelner, mit verschiedenen 
Farbstoffen eingefarbten Zellteilen, mSglich. GrundsStzlich k6nnen jedoch 
auch mehrere Telle eines PrSparates gleichzeitig mit verschiedenen sich 
spezifisch anlagemden Farbstoffen eingefSrbt werden (Mehrfachfluoreszenz). 
Zur Unterscheidung, der von den einzelnen Farbstoffen ausgesendeten 
Fluoreszenzsignaie, werden wiederum spezielie dichroitischen Strahlteiler 
1 verwendet. 

Neben der Anregung der FarbstoffmolekQIe mit einem hochenergetischen 
Photon (Einphotonen-Absoption) ist auch eine Anregung mit mehreren 
Photonen geringerer Energie mfiglich (Abb. 1b ). Die.Summe der Energien der 
Einzelptiotonen entspricht hierbei ungefahr einem Vielfachen des 
hochenergetischen Photons. Diese Art der Anregung der Farbstoffe wird als 
Mehrphotonen-Absorption bezeichnet (Lit.: Corie, Kino; „Confocal Scanning 
Optical Microscopy and Related Imaging Systems"; Academic Press 1996). 
Die Farbstoffemission wird durch diese Art der Anregung jedoch nicht 
beeinflu&t, d.h. das Emissipnsspektrum erfShrt bei der Mehrphotonen- 
Absoption einen negativen Stokesshift, besitzt also eine geringere 
WeHenlSnge im Vergleich zur Anregungsstrahlung. Die Trennung der 
Anregungs- von der Emissionsstrahlung erfolgt in der gleichen Art und Weise 
wie bei der Einphotonen-Absorption. 

Der Stand der Technik soli imfolgenden beispielhaft anhand eines konfokalen 
Laser-Scanning- Mikroskopes (LSM) eria'utert werden (Abb. 2 Ml). 
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Ein LSM gliedert sich im wesentlichen in 4 Module: Lichtquelle, Scanmodul, 
Detektionseinheit und Mikroskop. Diese Module werden im folgenden naher 
beschrieben. Es wird zusStzlich auf DE1 9702753A1 verwiesen. 
Zur spezifischen Anregung der verschiedenen Farbstoffe in einem PrSparat 
werden in einem LSM Laser mit verschiedenen WellenlSngen eingesetzt. Die 
Wahl der AnregungswelleniSnge richtet sich nach den Absorptions- 
eigenschaften der zu untersuchenden Farbstoffe. Die Anregungsstrahlung 
wird im Lichtquellenmodul erzeugt. Zum Einsatz kommen hierbei 
verschiedene Laser (Argon, Argon Krypton, TiSa-Laser). Weiterhin erfolgt im 
Lichtquellenmodul die Selektion der Welleniangen und die Einstellung der 
Intensitat der benOtigten AnregungswellenlSnge, z.B. durch den Einsatz eines 
akusto optischen Kristalls AnschliefJend gelangt die Laserstrahlung Qber eine 
Faser oder eine geeignete Spiegelanordnung in das Scanmodui. 
Die in der Lichtquelle erzeugte Laserstrahlung wird mit Hilfe des Objektrvs (2) 
beugungsbegrenzt Qber die Scanner, die Scanoptik und die Tubuslinse in das 
PrSparat fokussiert. Der Fokus rastert punktf6rmig die Probe in x-y-Richtung 
ab. Die Pixelverweilzeiten beim Scannen Qber die Probe liegen meist im 
Bereich von weniger ais einer Mikrosekunde bis zu einigen Sekunden. 
Bei einer konfokalen Detektion (descanned Detection) des Fluoreszenzlichtes, 
gelangt das Licht das aus der Fokusebene (Specimen) und aus den darQber- 
und daruntertiegenden Ebenen emittiert wird, Qber die Scanner auf einen 
dichroitischen Strahiteiler (MDB). Dieser trennt das Fluoreszenzlicht vom 
Anregungslicht. AhschliefJend wird das Fluoreszenzlicht auf eine Blende 
(konfokale Blende / Pinhole) fokussiert, die sich genau in einer zur 
Fokusebene konjugierten Ebene befindet. Dadurch werden 
Fluoreszenzlichtanteile aulierhalb des Fokus unterdrQckt. Durch Variiren der 
BlendengrOUe kann die optische Auflfisung des Mikroskops eingestellt 
werden. Hinter der Blende befindet sich ein weiterer dirchroitischer Blockfilter 
(EF) der nochmals die Anregungsstrahlung unterdrQckt. Nach Passieren des 
Blockfilters wird das Fluoreszenzlicht mittels eines Punktdetektors (PMT) 
gemessen. 

Bei Verwendung einer Mehrphotonen-Absorption erfolgt die Anregung der 
Farbstofffluoreszenz in einem kleinen Volumen an dem die 
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Anregungsintensitat besonders hoch 1st. Dieser Bereich ist nur unwesentlich 
grafter als der detektierte Bereich bei Verwendung einer konfokalen 
Anordnung. Der Einsatz einer konfokal n Blende kann somit entfallen und die 
Detektion kann direkt nach dem Objektiv erfolgen (non descannte Detektion). 

In einer weiteren Anordnung zur Detektion einer durch Mehrphotonen- 
absorption angeregten Farbstofffluoreszenz erfolgt weiterhin eine descannte 
Detektion, jedoch wird diesmal die Pupilie des Objektives in die 
Detektionseinheit abgebildet (nichtkonfokal descannte Detektion). 

Von einem dreidimensional ausgeleuchteten Bild wird durch beide 
Detektionsanordnungen in Verbindung mit der entsprechenden Einphotonen 
bzw. Mehrphotonen-Absorption nur die Ebene (optischer Schnitt) 
wiedergegeben, die sich in der Fokusebene des Objektivs befindet. Durch die 
Aufeeichnung mehrerer optische Schnitte in der x-y Ebene in verschiedenen 
Tiefen z der Probe kann anschliefcend rechnergestQtzt ein dreidimensionales 
Bild der Probe generiert werden. 

Das LSM ist sorhit zur Untersuchung von dicken PrSparaten geeignet. Die 
AnregungswellenlSngen werden durch den verwendeten Farbstoff mit seinen 
spezifischen Absorptionseigenschaften bestimmt. Auf die Emissions- 
eigenschaften des Farbstoffes abgestimmte dichroitische Filter stellen sicher, 
;;'ja(i nur das vom jeweiligen Farbstoff ausgesendete Fluoreszenzlicht vom 
Punktdetektor gemessen wird. 

In biomedizinischen Applikationen werden zur Zeit mehrere verschiedene 
Zellregionen mit verschiedenen Farbstoffe gleichzeitig markiert 
(Multifluoreszenz). Die einzelnen Farbstoffe kflnnen mit den Stand der 
Technik entweder aufgrund verschiedener Absorptionseigenschaften oder 
Emissionseigenschaften (Spektren) getrennt nachgewiesen werden. Dazu 
erfolgt eine zusatzliche Aufspaltung des Fluoreszenzlichts von mehreren 
Farbstoffen mit den Nebenstrahlteilern (DBS) und eine getrennte Detektion 
der einzelnen Farbstoffemissionen in getrennten Punktdetektoren (PMT x). 
Eine flexible Anpassung der Detektion und der Anregung an entsprechende 
neue Farbstoffeigenschaften durch den Anwender ist mit der oben 
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beschriebenen Anordnung nicht mfiglich. Statt dessen mQssen fOr jeden 
(neuen) Farbstoff neue dichroitische Strahlteiler und Blockfilter kreiert werden. 
In einer Anordnung gemSR DE..... wird das Fluor szenzlicht mit Hilfe ines 
Prismas spektral aufgespalten . Das Verfahren unterscheidet sich von der 
oben beschrieben n Anordnung mit dichroitischen Filtern nur dadurch, dass 
der verwendete Filter in seiner Charakteristik einsteilbar ist. Es werden jedoch 
weiterhin pro Punktdetektor vorzugsweise das Emissionsband eines 
Farbstoffs aufgezeichnet. 

Oberlagem sich die Emissionsspektren zweier Farbstoffe, so stofcen die 
bisherigen Detektionseinrichtungen an ihre Grenzen. Urn ein Obersprechen 
zwischen beiden Farbstoffen zu vermeiden, mud der spektraie 
Detektionsbereich eingeschrSnkt werden. Der Bereich in dem sich die beiden 
Farbstoffe Qberlagern wird hierzu elnfach herausgeschnitten und nicht 
detektiert. Somit verschlechtert sich die Effizienz der Detektionseinheit. Ein 
gleiches Signal- zu RauschverhSltnisses kann nur durch die ErhOhung der 
Anregungsleistung erzielt werden, wodurch es zu einer PrSparatschSdigung 
kommen kann. Deshalb werden heutzutage maximal bis zu 6 verschiedene 
Farbstoffsonden simultan eingesetzt, da die Farbstoffe sonst aufgrund der 
sich stark Qberlagernden EmissionsbSnder nicht getrennt werden k6nnen. 

Bisher wurden Farbstoffe so modifiziert, da(i sie sich entweder in ihren 
Absorptionseigenschaften Oder in ihren Emissionseigenschaften voneinander 
unterscheiden. Fig 3a) zeigt die Emissionsspektren von verschiedenen 
typischen Farbstoffen. Aufgetragen ist das Emissionssignal in AbhSngigkeit 
von der WellenlSnge. Zu erkennen ist das sich die mit 1 bis 4 bezeichneten 
Farbstoffe in-der Lage und der Form ihrer Emissionsspektren unterscheiden. 
Diese Farbstoffe sind jedoch in den meisten Fallen toxisch fOr 
LebendprSparate. Somit sind Untersuchungen zur Evolution von 
ZeliverbSnden in Lebendprflparaten unm6glich. Ende der 90 er Jahre wurden 
in der Natur vorkommende Farbstoffe, die sogenannten fluoreszierenden 
Proteine (GFP, YFP, CFP, TOPAS, GFT, RFP) entdeckt (Firma: Clonetech, 
USA) . 
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eine derartige Untersuchung mit den Methoden nach dem Stand der Technik 
nur schwer mttglich sind. Zwar werden heutzutage Spektrometer auch in 
Verbindung mit einem LSM eingesetzt. Hierbei wird statt eines Punktdetektors 
ein herkflmmliches meist hochauflflsendes Spektrometer eingesetzt (Patent 
Dixon, et ai, US 5,192,980). Diese k6nnen jedoch nur punktuell oder gemittelt 
Qber ein Gebiet ein Emissionsspektrum aufeeichnen. Es handelt sich also urn 
eine Art der Spektroskopie. In einer weiteren Anordnung wird die 
Lebensdauer der Farbstofffluoreszenz gemessen, wodurch wiederum auf die 
Art der Umgebung geschlossen werden kann. WQrde man jedoch ein 
komplettes Bild aufeeichnen so wQrde dies eine iange Datenaufnahmezeit 
erfordem. Deshalb kbnnen diese Verfahren nur bedingt bei der Untersuchung 
von LebendprSparaten eingesetzt werden. 

in einer weiteren Applikation der Fluoreszenzmikroskopie wird die 
lonenkonzentration (z.B.: Ca*. K+, Mg 2+ , ZN + ,...) insbesondere in biologischen 
PrSparaten bestimmt. Hierzu werden spezielle Farbstoffe oder 
Farbstoffkombinationen (z.B. Fura, Indo, Fluo; Molecular Probes, Inc.) 
verwendet. die eine spektrale Verschiebung in Abhangigkeit von der 
lonenkonzentration besitzen. lonenkonzentration besitzen. Abb. 4a) zeigt die 
Emissionsspektren von lndo-1 in AbhSngigkeit von der Konzentration der 
Kalziumionen. Abb. 4b) zeigt ein Beispie! fQr die Emissionsspektren in 
AbhSngigkeit von der Kalzium lonenkonzentration bei Verwendung der 
Kombination von FLuo-3 und Fura Red-Farbstoffen. Diese speziellen 
Farbstoffe werden als Emissionsratiofarbstoffe bezeichnet. Detektiert man 
wiederum die beiden in Abb. 4a dargestellten Fluoreszenzbereiche und bildet 
das VerhSltnis beider Intensitaten, so kann auf die entsprechende 
lonenkonzentration rQckgeschlossen werden. Meist werden bei diesen 
Messungen dynamische Anderung der lonenkonzentration in 
LebendprSparaten untersucht, die eine Zeitauflosung von weniger als einer 
Millisekunde erfordem. 

Gegenstand der Erfindung sind daher neue Methoden zur flexiblen und frei 
programmierbaren Detektion. Diese Methoden sollen in bildgebenden wie in 
analytischen Mikroskopiersystemen eingesetzt werden kOnnen. Deshalb darf 
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beim Einsatz di ser Methoden die Datenaufnahmerate nicht verschlechtert 
werden. Die Mikroskopsysteme sind bildgebende Systeme wie Laser- 
Scanning-Mikroskope zur dreidimensionalen Untersuchung von biologischen 
PrSparateh mit iner optischen Aufl6sung bis zii.200 nm, Scanning-Nahfeld- 
Mikroskope zur hochaufgeiOsten Unt rsuchung von OberflSchen mit einer 
AuflOsung von bis zu 10 nm. Fluoreszenzkorretations-Mikroskope zur 
quantitativen Bestimmung von MolekQIkonzentrationen und zur Vermessung 
von MolekQI-Diffussionen. Weiterhin sind auf Fluoreszenzdetektion 
basierende Verfahren zum Screenen von Farbstoffen eingeschlossen. 
In all den o.g. Systemen werden Fluoreszenzfarbstoffe zur spezifischen 
Markierung der PrSparate eingesetzt. Diese Zielsteliungen werden durch 
Verfahren und Anordnungen gemSB den PatentansprUchen gelfist. 
Durch die Erfindung k5nnen sich teilweise oder auch volistSndig 
Qberlagemde Farbstoffe noch getrennt und dabei die oben erwShnten 
Nachteile bzw. Limitationen der bisher eingesetzten Techniken umgangen 
bzw. Qberwunden werden. Multifluoreszenzaufnahmen unter Verwendung von 
den in der Natur vorkommenden fluoreszierenden Proteinen sind hierdurch 
mSglich. Weiterhin k6nnen mit dieser Methode besonders effizient 
WellenlSngenverschiebungen aufgrund von verschiedenen Umgebungen in 
den zu untersuchenden PrSparaten bestimmt werden. 
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Beschreibung der Erfindung 

Hintergrund des Verfahrens zur flexiblen Detektion ist eine spektral 
aufgespaltete Detektion der Fluoreszenz. Dazu wird das Emissionslicht im 
Scanmodul Oder im Mikroskop (bei Mehrphotonen-Absorption) mit Hilfe des 
Hauptfarbteilers (MDB) vom Anregungslicht abgespalten. Ein Blockschaltbild 
der nun folgenden Detektoreinheit ist in Abb. 5 dargestellt. Das Licht der 
Probe wird nun mit Hilfe von einer abbildenden Optik PO bei konfokaler 
Detektion durch eine Blende (Pinhole) PH fokusiert, wodurch Fluoreszenz, 
die aufierhalb des Fokus entstand, unterdrQckt wird. Bei einer 
nichtdescannten Detektion entffllt die Blende. Das Licht wird nun mit Hilfe 
eines winkeldispersiven Elements Dl in seine Spektralanteiie zeriegt. Ajs 
winkeldispersive Elemente kommen. Prismen, Gitter und akusto optische 
Eiemente in Frage. Das vom dispersiven Element in seine spektralen 
Komponenten aufgespaltete Licht wird im Anschlufi auf einen Zeilendetektor 
DE abgebildet. Dieser Zeilendetektor DE mifct also das Emissionssignal in 
AbhSngigkeit von der WellenlSnge und wandelt dies in elektrische Signale 
S( ) urn. ZusStzlich kann der Detektionseinheit noch ein Linienfilter zur 
UnterdrQckung der AnregungsweilenlSngen vorgeschaltet werden. 

Eine mdgliche AusfQhrungsform des optischen Strahlenganges der in Abb. 5 
im Blockschaltbild gezeigten Detektoreinheit ist in Abb. 6 dargestellt. Der 
i ■ wioau beschreibt im wesentlichen einen Cerny Turner Aufbau. Bei einer 
konfokalen Detektion wird das Licht L der Probe mit der Pinholeoptik PO 
durch die konfokaie Blende PH fokusiert. Bei einer nichtdescaniiten Detektion 
im Falle einer Mehrphotonen-Absorption kann diese Blende entfalien. Der 
erste abbildende Spiegel S1 kollimiert das Fluoreszenzlicht. Anschlieftend 
trifft das Licht auf ein Liniengitter G t beispielsweise ein Gitter mit einer 
Linienzahl von 651 Linien pro mm Das Gitter beugt das Licht entsprechend 
seiner WellenlSnge in verschiedene Richtungen. Der zweite abbildende 
Spiegel S2 fokusiert die einzelnen spektrai aufgespaltenen 
WellenlSngenanteile auf die entsprechenden Kan^le des Zeilendetektors DE . 
Besonders vorteilhaft ist der Einsatz eines Zeilen- 
SekundSrelektronenverfielfachers der Firma Hamamatsu H7260. Der Detektor 
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besitzt32 Kanaie und eine hone Empfindlichkeit. Derfrei. Spektralbereich der 
oben beschriebenen AusfQhrungsform betragt etwa 350 nm. Der freie 
Spektralbereich wird in dieser Anordnung gleichmaBig auf die 32 Kanaie des 
Zeilendetektors verteilt, wodurch sich eine optische AuflOsung von etwa 10 
nm ergibt. Somit ist diese Anordnung nur bedingt zur Spektroskopie geeignet. 
Jedoch ist ihr Einsatz in einem bildgebenden System vorteilhaft, da das Signal 
pro Detektionskanal aufgrund des relativ breiten detektierten Spektralbandes 
noch relativ graft ist. Eine Verschiebung des freien Spektralbereiches kann 
zusStzlich durch eine Verdrehung belspielsweise des Gitters erfolgen. 

Eine weitere mogliche AusfQhrungsform konnte die Verwendung eines 
Matrixdetektors (z.B. eine CCD. ...) beinhalten. Hierbei wird in einer 
Koordinate durch das dispersive Element eine Aufspaltung in verschiedene 
Wellenlangenanteile vorgenommen. In der verbleibenden Richtung auf dem 
Matrixdetektor wird eine komplette Zeile (oder Spalte) des gescannten Bildes 
abgebildet. Diese Ausfuhrungsform ist besonders vorteilhaft beim Aufbau 
eines Linienscanners (Lit.: Code, Kino; „Confocal Scanning Optical 
Microscopy and Related Imaging Systems"; Academic Press 1996). Der 
prinzipielle Aufbau entspricht im wesentlichen dem eines LSM nach Abb^2. 
Jedoch wird statt eines Punktfokus eine Linie in den Fokus abgebildet und die 
zu untersuchende Probe nur noch in einer Richtung gescannt. Als konfokale 
.,j3>~vje dient in einem solchen Aufbau statt einer Lochblende eine 
: i: ..litzblende. Eine nichtdescannte Detektion bei Verwendung einer 
Mehrphotonen-Absorption kann auch mit dieser Anordnung erfolgen. Hierzu 
kann wiederum die konfokale Blende entfallen. 

Im folgenden wird der Auswertealgorithmus fOr die in Abb. 6 dargestellte 
Anordnung also fur eine Punktscanner beschrieben. Der Algorithmus kann 
jedoch ohne. Einschrankung auf die Anordnung fOr einen Linienscanner 
angewendet werden. 

Wie aus Abb. 3 und 4 ersichtlich ist unterscheiden sich die einzelnen 
Farbstoffe in der Lage und der Form der Emissionsspektren. Der Algorithmus 
(Abb. 7^ bestimmt pro Bildpunkt die Lage des Schwerpunkts bzw. Maxima des 
in dem Bildpunkt detektierten Emissionssignals. Im folgenden wird eine 

10 
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vorteilhafte mflgliche Art der Bestimmung des Schwerpunktes nSher 
beschrieben. Andere Arten der Bestimmung des Schwerpunktes bzw. 
Maxima, wi Interpolationsfits, etc. sind uneingeschrSnkt Teil der Erfindung. 
Die vom Zeilendetektor detektierten Signale pro Kanal (iinkes Diagramm) 
werden dazu mit einer Kalibrierfunktion (rechtes Diagramm) multipliziert, d.h. 
jeder Kanal erhait eine bestimmte Wichtung. Das linke Diagramm in Abb. 7 
stellt beispielhaft ein gemessenes Emissionssignal in AbhSngigkeit von der 
Kanalnummer in dem das Signal detektiert wurde dar. Im rechten Diagramm 
ist ein Beispiel einer Wichtungsfunktion fQr die entsprechenden Einzelkanaie 
in AbhSngigkeit von der kanalnummer aufgefQhrt. 

Die gewichteten Einzelsignale pro Kanal werden nun aufsummiert und durch 
die Summe der ungewichteten Einzelsignale pro Kanal (Summensignal) 
geteilt. Damit ergibt sich ein Signal, das ein charakteristisches Mali fQr die 
Lage des Schwerpunktes des Emissionsspektrums und damit eines 
angeregten Farbstoffe 1st (Abb. 8a) . Dieses Signal wird im folgenden 
Positionsslgna! genannt. Abb 8a zeigt das Positionssignal in AbhSngigkeit 
von der Lage des Schwerpunkts bzw. Maximums des detektierten 
Emissionsspektrums. 

Es kbnnen durch die Messung des Positionssignals verschiedene Farbstoffe 
aufgrund ihrer Lage und Art der Emissionsspektren unterschieden werden. 
Weiterhin kann bei Verwendung beispielsweise eines Farbstoffes die von der 
Umgebung abhangige Welleniangenverschiebung des Emissionsspektrum 
gemessen werden. 

Beflnden sich im Bildpunkt gleichzeitig mehrere Farbstoffe so ergibt sich je 
nach Konzentration des einen Farbstoffs im Vergleich zum anderen Farbstoff 
eine Linearkombination der Lage des Schwerpunkts nach folgender 
Gleichung: 

n 

Position - J] Pos k • C k 

k ■ 

wobei Pos k die charakteristische Lage des Schwerpunkts eines Farbstoffs, C k 
die Konzentration eines Farbstoffs und n die Anzahl der simultan in dem 
Bildpunkt angeregten Farbstoffe sind. Der Algorithmus kann somit auch 
lonenkonzentrationen bestimmen und zur Detektipn eines FRET-Signa!s 

n 
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ingesetzt werden. ZusStzlich ist ein Analyse der lokalen Oberiagerung von 
2 Oder mehrenen Farbstoffen mftglich (Colokalisationsmessung) 
Das von der lonenkonzentration abhSngige Signal bei Verwendung von 2 
Farbstoffe (z.B. Fluo-3 und Fura Red, Molecular Probes, Inc.) oder von einem 
Farbstoff mit 2 charakteristischen EmissionsbSndern (z.B. Indo, Molecular 
Probes, Inc.) Ist in Abb. 8b dargestellt. Aufgetragen ist das Positionssignal in 
AbhSngigkeit von der lonenkonzentration. 

Wie bereits erwShnt ist das Positionssignal ein Mafc fQr die Lage des 
Schwerpunktes des Emissionsspektrums. Es kann aiso als Maske fQr eine 
Berechnung eines farbkodierten IntensitStsbildes dienen. Der Algorithmus ist 
in Abb. 9 schematisch dargestellt. Dazu wird im ersten Schritt die Maske (also 
das Positionssignal) mit einer entsprechenden Lookup Tabelle multipliziert. 
Die Lookup Tabelle beinhaltet die entsprechende Farbzuordnung in 
■'' AbhSngigkeit von der Lage des Schwerpunktes des Emissionsspektrums. Im 
Anschlufc wird das Ergebnis dieser Multiplikation mit dem intensitatswert (dem 
Summensignal) multipliziert, also die Helligkeit der Farbe der tatsSchlichen 
FluoreszenzintensitSt angepalit. Je nach Wahl der Lookup Tabelle k6nnen 
farbmaskierte Intensitatsbilder (diskrete Farbverteilung), d.h. pro Pixel kommt 
nur ein Farbstoff vor oder auch Intensitatsbilder mit Mischfarben durch ein 
Zusammensetzen der Einzelbildpunkte zu einem Bild erzeugt werden. 

Der entscheidende Vorteil des Verfahrens besteht darin, dass die gesamte 
Fluoreszenz eines jeden Farbstoffe (das Summensignal) unabhSngig von 
dem Grad der Oberiagerung der Emissionsspektren detektiert werden kann 
und trotzdem die Farbstoffe noch getrennt (durch das Positionssignal) 
darstellbar sind. Sich stark Qberlagernden Farbstoffe (Abb. 3c ) kflnnen somit 
besonders effizient detektiert werden. 

Eine Implementation des Algorithmus in den Aufbau nach Abb. 6 kann digital 
oder auch analog erfolgen. Beide Anordnungen werden im folgenden nSher 
beschrieben. Eine Anordnung zur digitalen Berechnung des Summen- und 
des Positionssignals ist in Abb. 10 schematisch dargestellt. Hierbei wird der 
an den Anoden eines Mehrkanal-PMT fiieliende Strom , jeweils durch den 
ersten Amplifier A (als Strom-Spannungswandler geschaltet) in eine 
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Spannung gewandelt und verstarkt. Die Spannung wird einem Integrator I 
zugefOhrt der Qber eine entsprechende Zeit (z.B. Pixelverweilzeit) das Signal 
integriert. 

Zur schnelleren Auswertung kann dem Integrator I ein Komparator K 
nachgeschaltet werden, der als einfacher Komparator eine Schaitschwelie 
hat, die bei Oberschreitung ein digitales Ausgangssignal erzeugt oder der ais 
Fensterkomparator ausgebildet ist und dann ein digitales Ausgangssignal 
bildet , wenn sich das Eingahgssignal zwischen der oberen und unteren 
Schaitschwelie befindet oder wenn sich das Eingangssignal aufcerhalb (unter 
Oder Qber) den Schaltschwellen liegt. Die Anordnung des Komparators bzw. 
des Fensterkomparators kann sowohl vor dem Integrator als auch danach 
erfolgen. Schaltungsanordnungen ohne Integrator (so genannte 
5;3rstSrkermode) sind ebenfalls denkbar. Bei der Anordnung im 
; VerstSrkermode wird der. Komparator K auch nach entsprechender 
Pegelanpassung angeordnet. Der Ausgang des Komparators K dient als 
Steuersignal fQr ein Switch-Register Reg, das direkt die aktiven KanSte 
schaltet (online) oder der Zustand wird dem Computer Qber eine zusStzliche 
Verbindung V mitgeteilt, urn eine individueile Auswahl der iaktiven KanSle zu 
treffen (off-line). Das Ausgangssignal des Integrators I wird direkt einem 
weiteren Amp!. A1 zur Pegelanpassung , fur die nachfolgende A/D-Wandlung 
AD zugefQhrt. Die AD gewandelten Werte werden Qber geeignete 
DatenQbertragung an einen Rechner (PC oder Digital-Signal-Prozessor DSP) 
Qbertragen, der die Berechnung des Positionssignales und des 
Summensignales nach Abb.7 und 9 durchfuhrt. 

Ein auf analoger Datenverarbeitung basierendes Aquivalent der Anordnung in 
Abb. 10 ist Abb. 11 dargestellt. Die Signale der EinzelkanSle werden hierbei 
wiederum mit einem VerstSrker in Spannungssignale transformiert. 
Anschlieliend werden die einzelnen Spannungssignale in einem Integrator I 
w§hrend der Pixelverweilzeit aufintegriert. 

Dem Integrator nachgeschaltet ist ein Komperator K der einen Vergieich des 
aufintegrierten Signals mit einem Referenzsignal durchfQhrt. 
Falls das aufintegrierte Signal kteiner als die Komperatorschweile ist, so 
wQrde in dem entsprechenden Einzeikanal kein oder ein zu kleines 
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Fluoreszenzsignal gemessen. In einem solcheh Falle soil das Signal des 
Einzelkanals nicht welter verarbeitet werden, da dieser Kanal nur einen 
Rauschanteil zum Gesamtsignal beitragt. Der Komperator betatigt in inem 
solchen Falle Ober Reg einen Schalter S und der Einzelkanal wird fOr den 
gerade gemessenen Pixel ausgeschalten. Mit Hilfe der Komperatoren in 
Kombination mlt den Schaltern wird also automatisch der fOr den gerade 
gemessenen Bildpunkt relevante Spektralbereich ausgewahlt. 
Im Anschlufc wird das integrierte Spannungssignal wieder mit Hilfe eines 
Widerstandes R In einen Strom umgewandelt. Jeder Einzelkanal erzeugt 
somit einen von der auf den Einzelkanal auftreffenden Fluoreszenzintensitat 
abhSngigen Strom. Alle aneinander grenzenden Einzelkanale werden 
anschlieliend mit einem weiteren zwischen ihnen liegenden Widerstand R1 
verbunden. Der entstehende Gesamtstrom am oberen und unteren Ende der 
Detektorzeile wird wiederum mit einem Strom-Spannungswandler A1 in eine 
Spannung gewandelt. Die Spannung am oberen und unteren Ende Eo und Eu 
entsprechen der Summe der mit gegeniaufigen Geraden gewichteten Signale 
der Einzelkanale. Die beiden Signale am oberen und am unteren Ende 
werden im folgenden mit einem Summationsverstarker SV summiert. Das so 
entstehende Signal entspricht dem Summensignal der gesamten 
gemessenen Fluoreszenz. Dieses Summensignal und das Signal vom oberen 
Ende Oder das Signal vom unteren Ende ( gestrichelt dargestellt) werden 
einem analogen Dividierer zugefOhrt, der am Ausgang das Positionssignal 
bildet. 

Das Summen- und das Positionssignal werden im Anschlufc mit jeweils einem 
Analog-Digital-Wandler in digitale Signale umgewandelt und vom Computer 
Oder DSP weiterverarbeitet. Es k6nnen jedoch auch uneingeschrankt das 
obere und untere Signal gewandelt und vom Computer verarbeitet werden. In 
diesem Falle wQrde der Computer das Summensignal und das Positionssignal 
bestimmen. In beiden Fallen wird der Algorithmus nach Abb. 9 im Computer 
durchgefQhrt. 

Jedoch kann auch eine Implementierung des Algorithmus nach Abb. 9 in die 
Schaltung nach Abb. 11 erfolgen. Hierzu werden im folgenden 3 
MOglichkeiten naher eriSutert. In einer ersten Anordnung erfolgt die 
Multiplikation mit der Lookup Tabelle durch eine Veranderung der 
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Widerstande (R1), die sich zwischen den benachbarten 
Einzeldetektionskanaien befinden. Der Rest der Schattung bleibt wie 
Eingangs beschrieben. In zweiten Anordnung erfolgt die Multiplikation mit der 
Lookup Tabelle im Verstarker (A1). Hierzu wird der Verstarker A1 mit einer 
veranderlichen nichtlinearen Kenniinie betrieben. In einer dritten Anordnung 
(digitate (nach Abb. 10) und analoge Detektion (nach Abb. 11}) erfoigt eine 
Manipulation bzw. Verzerrung der Eingangssignale der 
. Einzeldetektionskanaie durch: eine VerSnderung der VerstSrkung von (A), 
eine VerSnderung der Integrationszeiten von (I), durch ein Einspeisen eines 
zusatzlichen Offsets vor dem Integrator und/oder durch eine digitale 
BeeinfluBung der gezShlten Photonen bei einer Photonenzahlanordnung. Aile 
3 Methoden kdnnen auch beliebig miteinander kombiniert werden. 

FQr die Vermeidung von Artefakten ist es bei einer Fluoreszenzmessung 
notwendig das von der Probe rOckgestreute Anregungslicht zu unterdrQcken 
oder zumindest so stark abzuschwachen das es kleiner als Oder in der 
glelchen Grdlienordnung wie das Emissionsmaximum ist Hierzu kann der 
oben beschriebene zusStziiche Linienfilter oder ein entsprechend optimierter 
Hauptfarbteiler (MDB) zur optischen Abschwachung verwendet werden. Da 
die spektrale Breite der Anregungslaserstrahlung sehr viel kleiner als die vom 
Einzelkanal detektierte Bandbreite ist, kann die rOckgestreute bzw. reflektierte 
Anregungsstrahiung auch durch ein gezieltes Ausschalten des 
entsprechenden Einzelkanals mit dem in Abb. 11 dargestellten Schalter 
erfolgen. 

Die Anordnung nach Abb. 11 hat gegenOber Anordnung nach Abb. 10 
mehrere Vorteile. Der aufailigste Vorteil ist, dass lediglich 2 Kanaie in digitale 
Daten gewandelt und an den Computer gesendet werden mQssen. Dadurch 
werden die vom Computer zu verarbeitenden Datenraten minimiert. Dies ist 
besonders, wichtig bei der Anwendung des Verfahrens in der 
Echtzeitmikroskopie bei der beispielsweise mehr als 50 Bilder mit 512x512 
Pixeln und 12 bit Pixeltiefe detektiert werden mQssen, urn die extrem schneil 
ablaufenden dynamischen Prozesse registrieren zu k6nnen. Beim Einsatz 
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diese Verfahrens ist weiterhin keine Grenzen an die Anzahl der EinzelkanSle 
des verw ndeten Zeilendet ktor (Matrixdetektors) und damit an die Grfllie 
des detektierbaren Spektralbereiches und/oder die spektrale AuflOsung des 
Spektrals nsors gesetzt. 

Weiterhin sind bei der in Abb. 10 dargestellten Vorrichtung die zu wandelnden 
Signalpegel wesentlich kleiner. Dadurch ist das zu erwartende Signal zu 
RauschverhSltnis geringer. 

in den beide oben beschriebenen Anordnungen zur Umsetzung des 
Auswertealgorithmus wurde eine integratorschaltung zur Detektion der 
Einzelkanaisignale verwendet. UneingeschrSnkt kann jedoch auch eine 
PhotonenzShlung in den EinzelkanSlen erfolgen. Die in Abb. 10 dargestellte 
> Anordnung hat jedoch den Vorteil, dass sie neben dem Positionssignal auch 
;> noch die komplette Spektralinfornnation zur nachtrSglichen Bildverarbeitung 
zur VerfQgung stelit. Die Erfindung schlielM deshaib auch eine Kombination 
beider Anordnungen ein. 

Abb. 12 zeigt Messungen, die mit den in Abb. 10 und 11 dargestellten 
Anordnungen durchgefOhrt worden. In Abb. 12a sind die mit einem 
Spektrometer gemessen Emissonsspektren der verwendeten Farbstoffe GFP, 
CFP und Dl aufgefQhrt. Die Anregung der Farbstoffe erfolgte mit einem Argon 
Laser mit einer WellenlSnge von 488 nm. Diese Farbstoffe wurden im 
. folgenden spezifisch an bestimmte Regionen in einem biologischen PrSparat 
■ gebracht. Abb. 12b zeigt ein Histogramm des Positionssignals beim Scannen 
Qber einem Probenausschnitt an dem sich alle 3 Farbstoffe befinden. Deutlich 
sind die 3 Maxima im Histogramm zu erkennen an denen die 3 Farbstoffe ihr 
charakteristisches Positionssignal besitzen. Die Positionen for die 3 Farbstoffe 
sind in der folgenden Tabelle aufgelistet: 



Farbstoff 


CFP 


GFP 


Dl 


Positionssignal (relativer 
Welleniangenshift) 


14 


30 


80 
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Die Farbstoffe sollten sich also ohne weiteres mit den erfindungsgemalien 
Anordnungen trennen lassen. Zusatzlich sind lokale Wellenlangen- 
verschiebungen aufgrund d r verschledenen lokalen Umgebungen innerhalb 
eines Farbstoffes sichtbar. Dies auBert sich in der Breite der Maxima fur die 
einzelnen Farbstoffe im Histogramm. 



Abb.13a z6igt das aus den Summenslgnalen gebildete Intensitatsbild. In Abb, 
13b 1st das entsprechende aus den Positionssignalen gebildete Bild. Dieses 
Bild verkfirpert die entsprechenden Schwerpunkte der Emissionsspektren. 
Deutlich sind die unterschiedlich eingefarbten Zellkeme (teils mit GFP, teils 
^ mit CFP gefSrbt) und die mit Dl gefS.rbten ZellgerQste unterscheidbar. 
Abb. 13c stellt das entsprechend dem Algorithmus in Abb. 9 berechnete 
farbkodierte Intensitatsbild dar. Die einzelnen Regionen, an denen sich 
unterschiedliche Farbstoffe anlagerten sind nun durch die Farbkodierung 
getrennt. Die Trennung wird verdeutlicht durch die Darstellung eines Bildes in 
seinen 3 RGB Kanalen. Zum Vergleich ist auch ein mittels elner Detektion 
nach dem Stand der Technik gemessenes Bild in AbbJ3d dargestellt. Hierbei 
erfolgte die Detektion nur in extrem engen Spektralbandern, urn ein 
Obersprechen der Fluoreszenzsignale unterschiedlicher Farbstoffe 
, untereinander zu vermeiden. Durch das starke Einengen der 
1 Detektionsbander konnte nur ein Bruchteil des von der Probe emittierten 
Fluoreszenzsignales gemessen werden. Urn ein Bild mit moglichst gleichem 
Signal zu Rauschverhaitnis zu erhaiten, mulite die Anregungsleistung urn ein 
vielfaches erhdht werden. Dies demonstriert die hone Effizienz der 
erfindungsgemaBen Anordnungen im Vergleich zu Anordnungen nach dem 
Stand der Technik. Weiterhin konnen Regionen in denen sich das CFP bzw. 
das GFP anlagerten aufgrund der sich Qberlagernden Emissionsspektren 
beider Farbstoffe nicht getrennt werden. Dies auBert sich in der gelben 
Einfarbung dieser Zellregionen bzw. in dem doppelten Erscheinen der 
Regionen in 2 Bildkanaien (R und G). 
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Patentansprilche 



1. 

Verfahren zur optischen Erfassung von charakteristischen GrSIJen des 
welleniangenabhangigen Verhaltens elner beleuchteten Probe, insbesondere 
des Emissions - und/oder. Absorptionsverhaltens , vorzugsweise der 
Fluoreszenz und/ oder Lumineszenz und/ oder Phosphoreszenz und/oder 
enzymaktivierten Lichtemission und/oder enzymaktivierten Fluoreszenz, 
wobei mindestens ein spektraler Schwerpunkt und/oder ein Maximum der 
Emissionsstrahlung und/oder der absorbierten Strahlung bestimmt wird. 

2. 

% Verfahren nach Anspruch 1 , wobei die Bestimmung des Schwerpunkts 
und/oder des Maximums der Emissionsstrahlung von Fluorochromen zur: 
Unterscheidung von verschledenen Farbstoffen und/ oder 
zur Bestimmung der lokalen Farbstoff-Zusammensetzung eines Bildpunktes 
bei Verwendung von mehreren Farbstoffen simultan und/oder 
zur Bestimmung der lokalen Verschiebung des Emissionsspektrums in 
Abhangigkeit von der lokalen Umgebung an den der/die Farbstoffe gebunden 
sind und/oder 

zur Vermessung von Emissionsratiofarbstoffen zur Bestimmung von 
lonenkonzentrationen erfolgt . 

3. 

Verfahren nach Anspruch 1 , wobei die Bestimmung des Schwerpunkts 

und/oder des Maximums der reflektierten oder transmittierten 

Anregungsstrahlung von Fluorochromen zur: 

Unterscheidung von verschiedenen Farbstoffen und/ oder 

zur Bestimmung der lokalen Farbstoff-Zusammensetzung elnes Bildpunktes 

bei Verwendung von mehreren Farbstoffen simultan und/oder 

zur Bestimmung der lokalen Verschiebung des Absorptionsspektrums in 

Abhangigkeit von der lokalen Umgebung an den der/die Farbstoffe gebunden 

sind und/oder 
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zur Vermessung der Absorptionsratio zur Bestimmung von 
lonenkonzentrationen erfolgt . 

4. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, ' 
wobei die Emissionsstrahlung der Probe mit einem disperslven Element 
aufgespalten und in mindestens eirier Richtung ortsaufgelost detektiert wird; 
Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
wobei eine Aufspaltung der Fluoreszenzstrahlung erfolgt 

5. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
>• wobei zur Absorptionsmessung die von der Probe reflektierte Oder 
transmittierte Strahlung mit einem dispersiven Element aufgespalten und in 
mindestens einer Richtung ortsaufgelost detektiert wird. 

6. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei eine spektrale Wichtung zwischen mehreren Detektionskanalen , eine 
Summation der gewichteten Kanale der Signale der Detektionskanale sowie 
eine Summation der Detektionskanale erfolgt 

7. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
wobei die Signale von Detektionskanalen gewichtet werden, indem sie mit 
einer Wichtungskurve multipliziert werden, ein Summensignal erzeugt wird, 
indem die Summe der berQcksichtigten Kanale bestimmt wird und ein 
Positionssignal erzeugt wird indem die Summe der gewichteten Signale durch 
das Summensignal getellt wird. 

8. 

. Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
wobei die Wichtungskurve eine Gerade ist 
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9. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
wobei Signal von Detektionskanaien gewandelt und digital ausgeiesen 
werden und die Wichtung und Summation digital in einem R chner erfolgt. 

10. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
wobei die Wichtung und Summation mit analoger Datenverarbeitung mittel 
einer Widerstandskaskade erfolgt 

11. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
wobei die WiderstSnde einstellbar sind 

12. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
wobei die Wichtungskurve einstellbar ist 

13. . 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
wobei die Signale der DetektorkanSle durch eine nichtlineare Verzerrung ( 
Eingangssignale beeinblufit werden 

14. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
wobei eine Beeinflussung der Intergrationsparameter erfolgt 

15. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
wobei eine Beeinflussung der Kennlinie eines VerstSrkers erfolgt 

16.' 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
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wobei das Positonssignal und das Summensignal analog ermittelt , gewandelt 
und digital ausgelesen warden 

17. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
wobei ein oberes und ein unteres Signal, die der Summe der mit 
gegenlSufigen Wichtungskurven gewichteten Signale der Einzelkanaie 
entsprechen, ausgelesen, digital gewandelt und dem Rechner zugefUhrt 
werden. 

18. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprUche, 
wobei das Positionssignal und das Summensignal zur Generierung eines 
Bildes verwendet werden 

19. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
wobei ein farbkodiertes Fluoreszenzbild erzeugt wird 

20. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
wobei eine Oberlagerung mit weiteren Bildern erfolgt 

21 ; 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 

wobei das Positionssignal und das Summensignal mit einer lookup Tabeile 

kombiniert werden 

22. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 

wobei mittels der lookup-Tabelle eine Darstellung verschiedener Farbstoffe 

und / oder der Spreizung des generierten Bildes erfolgt 
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23. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprOche, 
wobei Ober Komparatoren in DetektionskanSlen ein Vergleich des 
gemessenen Signals mit einem Referenzsignal erfolgt und im Falle einer 
Unterschr itung und/oder Oberschreitung des Referenzsignais eine 
VerSnderung der Betriebsweiser des Detektionskanales erfolgt 

24. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprOche, 
wobei eine Abschaltung und/oder NichtberOcksichtigung des jeweiligen 
Detektionskanals erfolgt. 

25. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprOche, 
wobei hierdurch eine Einengung des interessierenden Spektralbereichs 
erfolgt 

26. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprOche, 
wobei die Signale der DetektionskanSle jeweiis mittels mindestens einer 
Integratorschaltung generiert werden 

27. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprOche, 
wobei die Signale der DetektionskanSle mittels PhotonenzShlung und 
anschlieftender Digital/ Anaiogwandlung generiert werden 

28. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprOche, 
wobei die PhotonenzShlung zeitkorreliert erfolgt 

29. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprOche, 
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zur Erfassung von Ein- und/oder Mehrphotonenfiuoresz nz und/ Oder durch 
entangled photon ahgeregter Fluoreszenz 

30. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mit paralleier Beleuchtung und Detektion, vorzugsweise im 
Wirkstoffscreening .wobei die Probe vorzugsweise eine Mikrotiterplatte ist 
Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
in einem Mikroskop 

31. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
zur Detektion in einem Scanning-Nahfeldmikroskop. 

32. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 

zur Detektion einer Ein- und/oder Mehrphotonen-Farbstofffluoreszenz in 

einem Fluoreszenzkorrelierten Spektroskop. 

33. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mittels konfokaier Detektion 

34. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mit einer scannenden Anordnung 

35. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mit einem X/Y Scanner in der Beleuchtung 

36. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mit einem X/Y Scantisch 
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37. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mittels nichtkonfokaler Detektlon 

38. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mit einer scannenden Anordnung 

39. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mit descannter Detektlon 

40. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mit Heilfeldabbildung 

41. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mit Punktabbildung 

42. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mit nicht descannter Detektion 

43. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mit Heilfeldabbildung 

44. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 

mit nicht scannender, konfokaler oder nichtkonfokaler Detektion und Punkt- 

oder Heilfeldabbildung 
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45. 

Verfahren nach mindestens einem der vorangehenden Ansprtlche, 
mit einem X/Y Scantisch 

46. 

Anordnung zur optischen Erfassung von charakteristischen GrolJen des 
welleniangenabhSngigen Verhaltens einer beleuchteten Probe, insbesondere 
des Emissions - und/oder Absorptionsverhaltens , vorzugsweise der 
Fluoreszenz und/ oder Lumlneszenz und/ oder Phosphoreszenz und/oder 
enzymaktlvierten Lichtemission und/oder enzymaktivierten Fluoreszenz, 
wobei Mittel zur Bestimmung mindestens eines spektralen Schwerpunktes 
und/oder eines Maximum der Emissionsstrahiung und/oder der absorbierten 
Strahlung vorgesehen sind. 

47. 

Anordnung nach Anspruch 46, 

wobei die Emissionsstrahiung der Probe mit einem dispersiven Element 
aufgespalten und in mindestens einer Richtung ortsaufgelost detektiert wird. 

48. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Ansprilche, 
-wobei elne Aufspaltung der Fluoreszenzstrahlung erfolgt 

49. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Ansprilche, 
wobei zur Absorptionsmessung die von der Probe reflektierte oder 
transmittierte Strahlung mit einem dispersiven Element aufgespalten und in 
mindestens einer Richtung ortsaufgelost detektiert wird. 

50. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Ansprilche, 
wobei eine spektrale Wlchtung zwischen mehreren Detektionskanalen , eine 
Summation der gewlchteten Kanale der Signale der DetektionskanSle sowie 
eine Summation der DetektionskanSle erfolgt 
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51. ' 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
wobei die Signale von Detektionskanalen gewichtet warden, indem sie mit 
einer Wichtungskurve multipliziert werden, ein Summensignal erzeugt wird, 
indem die Summe der berQckslchtigten Kanale bestimmt wird und ein 
Positlonssignal erzeugt wird indem die Summe der gewichteten Signale durch 
das Summensignal geteilt wird. 

52. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
wobei die Wichtungskurve eine Gerade ist 

53. 

wobei Signale von Detektionskanalen gewandelt und digital ausgelesen 
werden und die Wichtung und Summation digital in einem Rechner erfolgt. 

54. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
wobei die Wichtung und Summation mit analoger Datenverarbeitung mittels 
einer Widerstandskaskade erfolgt 

-*55. 

fknordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
wobei die Widerstande einstellbar sind 



56. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche. 
wobei die Wichtungskurve einstellbar ist 

57. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 

wobei das Positonssignal und das Summensignal analog ermittelt , gewandelt 

und digital ausgelesen werden 
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58. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspriiche, 
wobei ein oberes und in unteres Signal, die der Summe der mit 
gegenlauflgen Wichtungskurven gewichteten Signale der Einzelkanale 
entsprechen, ausgelesen, digital gewandelt und dem Rechner zugeftlhrt 
werden. 

59. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
wobei das Positlonssignal und das Summensignal zur Generierung eines 
Bildes verwendet werden 



60. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspriiche, 
wobei ein farbkodiertes Fluoreszenzblld erzeugt wird 



61. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspriiche, 
wobei eine Oberlagerung mit weiteren Bildern erfolgt 

62. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspriiche, 
wobei das Positionssignal und das Summensignal mit einer lookup Tabelle 
kombiniert werden 

63/ 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche. 
wobei mittels der lookup-Tabelle eine Darstellung verschiedener Farbstoffe 
und / Oder der.Spreizung des generierten Bildes erfolgt 

64. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspriiche, 
wobei Qber Komparatoren in Detektionskanalen ein Vergleich des 
gemessenen Signals mit einem Referenzsignal erfolgt und im Falle einer 
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Unterschreltung und/oder Oberschreitung des Referenzsignals eine 
Veranderuhg der Betriebswelser des Detektionskanales erfolgt 

65. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Ansprilche, 
wobei eine Abschaltung und/oder NichtberOcksichtigung des jeweiligen 
Detektionskanals erfolgt. 

66. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
wobei hierdurch eine Einengung des interessierenden Spektralbereichs 
erfolgt 

67. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
wobei die Signale der DetektionskanSle jeweils mittes mindestens einer 
Integratorschaltung generiert werden 

68. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
wobei die Signale der Detektionskanale mittels Photonenzahlung und 
anschlieftender Digital/ Analogwandlung generiert werden 

69. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche.wot 
die Photonenzahlung zeitkorreliert erfolgt 



70. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
zur Erfassung von Ein-und/oder Mehrphotonenfluoreszenz und/ Oder < 
entangled photon angeregter Fluoreszenz. 

71. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
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mit paralleler Beleuchtung und Detektion, vorzugsweise im 
Wirkstoffscreening , ' 

wobeidie Probe vorzugsweise ein Mikrotiterplatte ist 

72. ; 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
in einem Mikroskop 

73. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
zur Detektion in einem Scanning-Nahfeidmikroskop. 

74. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
zur Detektion einer Ein- und/oder Mehrphotonen-Farbstofffluoreszenz in 
einem Fluoreszenzkorrelierten Spektroskop. 

75. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mittels konfokaler Detektion 

76. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mit einer scanneriden Anordnung 

77. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mit einem X/Y Scanner in der Beleuchtung 

78. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mit einem X/Y Scantisch 
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79. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mittels nichtkonfokaler Detektion 

80. . 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mi't einer scannenden Anordnung 

81. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mit descannter Detektion 

82. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mit Hellfeldabbildung 

83. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mit Punktabbildung 

84. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mit nicht descannter Detektion 

85. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mit Hellfeldabbildung 

86. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprQche, 
mit nicht scannender, konfokaler oder nichtkonfokaler Detektion und Punkt- 
oder Hellfeldabbildung 
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87. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden AnsprUche, 
mit einem X/Y Scantisch 
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